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摘要 :【 目的】 为 研究 饲料 对 不 同 家 蚕 Bombyx mori 品种 肠 道 微生物 菌 群 的 影响 。【 方 法 】 以 筛选 到 
的 家 看 广 食 性 品种 GS 和 普通 品种 1015 为 研究 对 象 ,收集 从 收 蚁 开始 分 别 饲 育 桑 叶 (GS.m 和 
C1015.m 组 ) 和 人 工 饲 料 (GS.b 组) 至 4 龄 成 时 期 的 家 看 肠 道 样本 ,采用 高 通 量 测序 的 方法 对 其 肠 
道 微生物 16S rDNA 的 V3-V4 区 进行 测序 分 析 , 比 较 它 们 之 间 肠 道 微 生物 的 差异 。 【结果 】 在 门 水 
平 上 ,所 测 家 看 上 肠 道 样本 的 优势 菌 为 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 和 变形 杆菌 门 (Proteobacteria); 在 科 水 
平 上 ,所 测 样 本 主要 优势 菌 为 明 串 珠 菌 科 (Leuconostocaceae )、 乳酸 杆菌 科 (Lactobacillaceae)、 肠 杆 
菌 科 ( Enterobacteriaceae ) 等 ;在 属 水 平 上 ,所 测 样 本 主要 的 优势 菌 为 魏 斯 民 属 Weissella、 乳 酸 菌 属 
Lactobacillus、 布 坏 纳 民 兽 属 Buchnera、 甲 基 杆 兽 属 Methylobacterium、 叶 况 菌 属 Phyllobacterium、 肠 球 
菌 属 fnterococcus 和 脆弱 拟 杆 菌 属 Bacteroides 等 。 家 蛋品 种 GS 经 有 柔 叶 和 人 工 饲 料 饲 育 后 , 甲 基 杆 
菌 属 Methylobacterium、 布 赫 纳 民 兽 属 Buchnera 等 菌 属 仅 在 桑 叶 饲育 的 GS 肠 道 内 出 现 , 而 魏 斯 民 菌 
Weissella、 短 芽 孢 杆菌 属 Brevibacillus 等 菌 属 只 在 人 工 饲料 饲育 的 GS 肠 道 内 出 现 。 同 是 桑 叶 饲育 的 
家 蛋品 种 GS 和 1015 ,其 肠 道 内 相同 的 优势 菌 有 叶 瘤 菌 属 Phyliopacterium、 脆 弱 拟 杆菌 属 
Bacteroides、 不 动 细 兽 属 Acinetobacter 等 。 相 较 于 广 食 性 蛋品 种 GS 的 肠 道 菌 群 , 肠 球 菌 必 
fnterococcus、 草 螺 菌 属 Herbaspirillum、 丝 硫 菌 属 Thiothrix 等 菌 属 仅 在 普通 蚕 品种 1015 肠 道 中 被 检 
测 到 。GS.b 组 家 和 看 肠 道 细菌 的 物种 多 样 性 低 于 GS. m 和 C1015.m。GS. m 肠 道中 丰 度 差异 显著 性 
最 高 的 菌 群 为 交 形 菌 门 (Proteobacteria),GS.b 上 肠 道 中 丰 度 差异 显著 性 最 高 的 菌 群 为 杆菌 纲 
( Bacilli) 和 和 乳 杆 菌 目 (Lactobacillales) ,而 C1015. m 肠 道 中 丰 度 差异 显著 性 最 高 的 菌 群 为 装 肠 球菌 
属 Enterococcus 和 上 肠 球 菌 科 ( Enterococcaceae ) 。[【 结论 经 柔 叶 饲育 的 不 同 乔 品种 (GS 和 1015 ) 的 肠 
道 微生物 比 人 工 饲 料 饲 育 的 家 和 蛋 肠 道 微生物 更 趋 于 一 致 ;经 柔 叶 饲育 的 广 食性 家 蛋 肠 道 微生物 物 
种 多 样 性 较 高 于 经 人 工 饲 料 饲 育 的 广 食性 家 彼 。 
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Abstract: [Aim] This study aims to investigate the effects of feed on intestinal microflora of different 
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silkworm (Bombyx mori) varieties. [ Methods 】 The polyphagous silkworm strain GS and common 
silkworm strain 1013 were fed with mulberry leaves (groups GS. m and C1015. m) and artificial diet 
( group GS. b), respectively, and the intestinal samples of the 4th instar larvae of B. mori were 
collected. The V3-V4 region of the 16S rDNA of intestinal microorganisms was sequenced by using the 
high-throughput sequencing method, and the differences in intestinal microflora between the two strains 
were compared. 【 Results 】The results showed that the dominant bacteria in B. mori intestine at the 
phyla level were Firmicutes and Proteobacteria, those at the family level were Leuconostocaceae, 
Lactobacillaceae and Enterobacteriaceae ，and those at the genus level were Weissella, Lactobacillus, 
After GS was fed with 


mulberry leaves and the artificial diet, Methylobacterium and Buchnera were present only in the intestine 


Buchnera, Methylobacterium, Phyllobacterium, Enterococcus, Bacteroides, etc. 


of GS fed with mulberry leaves, while Weissella and Brevibacillus appeared only in the intestine of GS fed 
with the artificial diet. The common dominant intestinal bacteria in silkworm strains GS and 1015 fed with 
mulberry leaves were Phyllobacterium, Bacteroides, Acinetobacter, etc. Compared with the intestinal 
microflora of the GS strain, Enterococcus, Herbaspirillum and Thiothrix were detected only in the strain 
1015. The species diversity of intestinal bacteria in group GS. b was lower than those of groups GS. m and 
Cl015. m. The intestinal bacteria whose abundance showed the most significant difference was 
Proteobacteria in GS. m, Bacilli and Lactobacillales im GS. b, and Enterococcus and Enterococcacea in 
Cl1015. m. [Conclusion) The intestinal microflora in different silkworm strains (GS and 1015) fed with 
mulberry leaves are more consistent as compared to that in silkworm strains fed with the artificial diet. 
The species diversity of intestinal microflora in the polyphagous silkworm fed with mulberry leaves is 
higher than that in the polyphagous silkworm fed with the artificial diet. 

Key words: Bombyx mori; high-throughput sequencing; 16S rDNA; intestinal microflora; species 


diversity 





家 得 Bombyx mori 作为 一 种 重要 的 经 鹿 昆 虫 己 
鲜 鹿 目 模 式 生 物 ,在 熏 业 生产 和 遗传 研究 具有 重要 
的 地 位 。 家 得 肠 道 微生物 的 研究 更 是 对 家 得 摄食 
性 、 介 养 饲料 研制 等 具有 积极 的 意义 ( 郝 志 华 等 ， 
2016) 。 肠 道 微生物 是 一 个 很 复杂 的 微生物 群体 
( 李 缚 映 等 , 2000) ,为 分 析 其 群体 构成 ,研究 人 员 采 
用 传统 培养 方法 、 灾 光 原 位 杂交 技术 、 末 端 限制 性 厂 
段 长 度 多 态 性 扩 增 每 技术 进行 了 系列 的 研究 ( 叶 震 
等 , 2016 ) ,但 受 搁 术 局 限 ,还 不 能 完全 分 析出 所 有 
的 阔 群 。 随 看 二 代 测 序 技术 的 快速 发 展 ,16S rRNA 
高 通 量 测序 能 有 效 地 扩 增 几 十 万 其 至 是 几 百 万 的 条 
审 序 列 ( 邵 明 旭 ,2016 ) ,为 我 们 更 加 经 济 有 效 地 人 研 
完 肠 道 微 生物 提供 了 展 好 途径 。 基 于 16S rDNA 核 
糖 体 RNA 具有 高 度 的 保守 区 和 高 变 区 , 对 16S 
IDNA 进行 扩 增 ,然后 对 比 基 因 库 进行 比较 ,对 搜索 
阔 群 的 种 类 是 一 行 之 有 效 的 方法 ( 杨 霞 等 ,2008; 
刘 驰 等 , 2015 ) 。 

家 和 在 作 为 罕 食 性 昆虫 ,对 其 天 然 寄 主 桑 叶 几乎 
痢 具 有 民 好 的 摄食 性 ,尽管 因 品 种 性别 等 摄食 量 有 
所 差异 ,但 嗜 食 程 度 及 个 体 间 的 差异 是 很 微小 的 。 
































然而 ,家 看 对 非 寄主 植物 和 人 工人 饲料 的 摄食 性 在 品 
种 甚至 个 体 之 间 均 存在 很 大 的 差异 ,还 受 多 种 因素 
的 影响 ( 稚 为 正 等 , 2016 ) 。 关 于 家 和 奏 食 性 的 跟 传 研 
究 , 主 要 有 对 人 工 饲 料 摄 食性 的 遗传 和 对 非 桑 植物 
摄食 性 的 遗传 两 个 方面 ,研究 人 员 已 从 生理 学 .遗传 
学 等 方面 对 家 乍 食性 做 了 大 量 的 研究 ( 汶 为 正 ， 
2003 ) ,但 家 答对 不 同 饲 料 摄 食性 的 遗传 方式 是 一 
个 复杂 问题 ,不 同 研 究 者 做 出 过 不 同 的 结论 。 

田 贞 华 等 (2007 ) 对 家 看 肠 道 细 阔 种 群 进行 了 
结构 分 析 ,用 传统 的 培养 方法 ,培养 了 家 得 肠 逢 微 生 
物 的 优势 画 群 ; 豆 志 辉 等 (2006 ) 对 家 熏 肠 道 细 函 群 
体 调 查 与 分 析 ,用 限制 性 片段 长 度 多 态 性 (RFLP ) 方 
法 比较 清楚 地 分 析 了 家 和 奉 肠 道 微生物 主要 的 S 种 优 
势 鲁 属 ;回去 庆 (2010 ) 对 不 同 饲 料 饲养 家 得 其 肠 道 
微 生 态 优势 丽 群 的 闫 型 组 成 及 差异 性 进行 钱 究 , 用 
高 通 量 测序 的 方法 比较 清和 林地 阐述 了 家 符 肠 道 两 群 
的 分 类 ,揭示 了 喉 桑 叶 的 家 和 奉 和 咀 配 叶 的 家 和 奏 肠 道 
中 微生物 的 4 种 共同 阔 属 和 7 种 不 同 阔 属 。Li 等 
(2016 ) 用 核糖 体 DNA 限制 性 分 析 (amplified 
ribosomal DNA restriction analysis， ARDRA ) 方 法 ,分 
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析 了 氟 化 物 对 家 得 肠 过 微生物 的 影响 。 孙 振 丽 
(2016) 人 研 究 了 病毒 感染 和 局 温 处 理 对 家 奋 肠 违 商 
群 结构 的 影响 。 从 这 些 报道 可 以 看 出 人 们 对 家 答 肠 
道 微生物 有 一 定 的 认识 ,但 是 没有 揭示 不 同 食性 家 
便 肠 起 微生物 的 差异 及 饲料 对 家 和 奏 肠 这 微生物 瑚 群 
的 影响 。 

高 通 量 测序 在 微生物 阔 群 分 析 上 发 展 迅 速 ( 叶 
雷 等 , 2016) 。Pechal 等 (2014) 运用 高 通 量 测 序 反 
术 对 细菌 群 阔 进 行 了 分 析 ; Huang 等 (2014 ) 运用 高 
通 量 测序 对 污染 物 中 的 细 落 群落 进行 分 析 ;Chen 等 
(2016 ) 运 用 高 通 量 测序 技术 对 产 衣 气 的 废水 中 的 
微生物 再 群 进行 分 析 。 第 二 代 高 通 量 测 序 扩 术 已 经 
避免 了 Sanger 测序 的 兹 端 ,用 新 的 DNA 族 和 可 逆 性 
末 闯 终结 技术 有 效 地 减少 了 高 通 量 测 序 的 误 卷 
(Zhang et ol.，2017 ) 。 在 肠 道 微 生物 的 分 机 上 , 高 
通 量 测序 技术 也 起 着 功 不 可 没 的 作用 。 罗 海 震 等 
(2017) 运用 高 通 量 测序 对 腹 海 羔羊 与 健康 羔 壮 肠 
道 微 生物 群落 进行 了 分 析 ; 于 等 (2017 ) 运用 高 通 量 
测序 对 脑 血 栓 患 者 肠 过 微生物 进行 群落 了 分 析 。 本 
实验 旨 在 对 不 同 食性 的 家 重 肠 直销 群 的 V3-V4( 许 
刚 等 , 2015 ) 区 进行 测序 和 分 析 , 了解 用 桑 叶 和 人 工 
饲料 肯 广 食性 家 盘 和 用 桑 叶 喂 齐 食 性 家 在 肠 道 微 生 
物 协 群 的 变化 和 差异 。 
































1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 来 源 及 饲育 处 理 
1.1.1 试 虫 来 源 : 家 和 硒 广 食性 品种 GS: 中 国 系 统 ， 
一 化 ,三 眠 ;蚊香 对 不 含 桑 叶 粉 人 工 饲 料 的 平均 摄食 
率 达 98% 以 上 上。 普通 品 种 C1015 :中 国 系统 ,一 化 ， 
三 眠 ; 蚁 看 对 不 售 桑 叶 粉 人 工 饲 料 无 摄食 。GS 和 
C1015 缘由 本 人 研究 室 保 存 和 使 用 , 且 经 过 单 蛾 区 目 
交 纯 化 4 代 以 上 。 
1.1.2 饲育 处 理 : 本 实验 所 用 人 工 饲料 成 分 为 桑 叶 
粉 10% 、 豆 粕 粉 40% 、 玉 米粉 21.7% 、 预 混 料 8.3% 。 
本 实验 中 ,又 叶 人 饲育 GS 和 C1015 家 得 处 理 组 
分 别 标记 为 GS. m 和 C1015. m; 人 工 饲料 饲育 GS 家 
得 处 理 组 标记 为 GS.b, 均 分 别 进行 4 个 生物 学 重复 
(分 别 以 后 级 数学 1 ~4 表示 )。 
1.2 家 大肠 道 DNA 的 提取 及 检测 
家 看 品种 GS 收 蚁 起 即 用 桑 叶 和 人 工 饲 料 分 别 
饲育 ,C1015 用 桑 叶 饲育 为 对 照 。 至 幼虫 4 龄 第 3 
天 ,无 阔 条 件 下 取 肠 道内 容 物 ,采用 CTAB 方法 对 样 
本 的 基因 组 DNA 进行 提取 ,之 后 利用 琢 脂 糖 凝 胶 





电泳 检测 DNA 的 纯度 和 浓度 , 取 适 量 的 样品 于 离心 
管 中 , 使 用 无 丽水 稀释 样品 至 1 ng/ pL。 

1.3 家蚕 肠 道 微生物 16S rDNA V3-V4 区 的 高 通 
量 测序 

以 1.2 方 稀释 后 的 家 盔 基 因 组 DNA 为 模板 , 选 
择 通 用 引物 (341F: $' -CCTAYGGGRBGCASCAG-3 
806R: 5'-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3'), 利用 
New England Biolabs 公司 的 Phusion ® High-Fidelity 
PCR Master Mix with GC Buffer 和 高 效 高 保 真 酶 进行 
PCR ,确保 扩 增 效率 和 准确 性 。PCR 反应 体系 : 
Phusion Master Mix(2 x ) (2 umolL) 15 AL， 正 反 
回 引物 (6 kmolL) 各 1.5 pL, 基因 组 DNA(1 ng/ 
WL) 10 pL(5 ~ 10 me)， 了 0 2 pL。 反应 程序 : 
98% 预 变 性 1 min; 98% 10 s, 50%C 30 s, 72%C 
30 s, 30 个 循环 ; 72% 5 min。PCR 产物 使 用 2% 理 

糖 疑 胶 进 行 电泳 检测 ;根据 PCR 产物 浓度 进行 等 
量 混 样 ,充分 混 匀 后 使 用 1 xTAE 浓度 2% 琼 脂 糖 胶 
电泳 纯化 PCR 产物 ,使 用 GeneJET 许 胶 回收 试剂 盒 
(Thermo Scientific 公司 ) 剪 切 回收 目标 条 吝 。 

使 用 Ion Plus Frasment Library Kit 48 rxns 建 库 
试剂 盒 ( ThermoFisher 公司 ) 进行 文库 的 构建 ,构建 
好 的 文库 经 过 Qubit 定量 和 文库 检测 合格 后 ,使 用 
Ion S5 “XL(ThermoFisher 公司 ) 进行 上 机 测序 。 

1.4 生物 信息 学 分 析 

1.4.1 测序 数据 处 理 :使 用 Cutadapt (V1. 9. 1 ， 
http : // cutadapt. readthedocs. io/en/ stable/ ) ( Martin ， 
2011 ) 乞 对 reads 进行 低 质 量 部 分 筋 切 ,再 根据 
Barcode 从 得 到 的 reads 中 拆 分 出 各 样品 数据 ,除去 
Barcode 和 引物 序列 初步 质 控 得 到 原始 数据 (raw 
reads ,经 过 以 上 处 理 后 得 到 的 reads 需要 进行 去 除 
般 合 体 序 列 (http: // www. drive5. com/usearch/ 
manual/chimera_formation. html ) 的 处 理 ,reads 序列 
通过 UCHIME Algorithm (http: // www. drive$. com/ 
usearch/manual/uchime _ algo. html ) ( Edgar et al., 
2011 ) 与 数据 库 Gold database (http: / drive5. com/ 
uchime/uchime_download. html ) 进行 比 对 ,然后 检测 
瞬 合 体 序列 ,并 最 终 去 除 其 中 的 上航 合 体 序列 ( Haas 
et al., 2011) ,得 到 最 终 的 有 效 数 据 (clean reads ) 。 
1.4.2 OTU 聚 类 和 物种 注释 :利用 Uparse 软件 
( Uparse v7. 0. 1001, http: // drive5. com/ uparse/ ) 
(Edgar, 2013 ) 对 所 有 样品 的 全 部 clean reads 进行 
聚 类 ,默认 以 97% 的 一 致 性 (identity ) 将 序列 聚 类 成 
为 OTUs( operational taxonomic units ) ,依据 其 算法 原 
则 ,筛选 的 是 OTUs 中 出 现 频数 最 高 的 序列 作为 
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OTUs 的 代表 序列 。 对 OTUs 代表 序列 进行 物种 注 
释 , 用 Mothur 方法 与 SILVA (http: /www. arb-silva. 
de/) (Wang et al.,， 2007 ) 的 SSUrRNA 数据 库 ( Quast 
et al.，2013 ) 进行 物种 注释 分 析 ( 设 定 国 信 为 0.8 ~ 
1) ,获得 分 类 学 信息 并 分 别 在 各 个 分 类 水 平 : 界 
(kingdom ) ， 门 (phylum) ， 纲 (class) ， 目 (order ) ， 
科 (family) ， 属 (genus) ， 种 (species ) 统计 各 样本 的 
群落 组 成 。 使 用 MUSCLE (Edgar et al.，2004 ) 
(Version 3.8.31, http: /www. drive$. com/ muscle/ ) 
软件 进行 快速 多 序列 比 对 ,得 到 所 有 OTUs 代表 序 
列 的 系统 发 生 关 系 。 最 后 对 各 样品 的 数据 进行 均一 
化 处 理 , 以 样品 中 数据 量 最 少 的 为 标准 进行 均一 化 
处 理 , 后 续 的 Alpha 多 样 性 分 析 和 Beta 多 样 性 分 析 
均 是 基于 均一 化 处 理 后 的 数据 。 

1.4.3 样品 质 探 分析 :使 用 Qiime 软件 ( Version 
1. 9. 1 ) 计算 Observed-species，Chaol ，Shannon ， 
Simpson ，ACE ，Goods _coverage，PD whole _tree 指 
数 ; 使 用 R 软件 (Version 2. 15.3) 绘 制 稀释 曲线 和 
Rank Abundance 曲线 ,并 使 用 R 软件 进行 Alpha 多 
样 性 指数 组 间 差 异 分 析 ; 使 用 Qiime 软件 (Version 
1.9.1) 计 算 Unifrac 距离 ;使 用 R 软件 (Version 
2.15.3) 的 WGCNA，stats 和 ggplot2 软件 包 进 行 





PCoA 分 析 。 

1.4.4 家 素 肠 道 细 阔 不 同 分 类 阶 元 物种 多 样 性 
差异 比较 分 析 : 使 用 Qiime 软件 ( Version 1.9.1) 计 
算 Unifrac 距离 .构建 UPGMA 样品 聚 类 树 。LEfse 
分 析 使 用 LEfSe 软件 ,默认 设置 LDA Score 的 般 选 
值 为 4。 


2 结果 


2.1 家 乔 肠 道 细 丙 16S rDNA 序列 组 装 和 拼接 

OTU 是 在 系统 发 生 学 或 群体 遗传 学 的 研究 中 ， 
给 某 一 个 分 类 单元 ( 属 、 种 和 分 组 等 ) 设 置 的 一 个 标 
志 ,通常 是 在 相似 度 为 97% 可 以 分 为 一 个 OTU( 李 
东 萍 等 , 2016) 。 对 不 同 饲 育 处 理 组 家 和 看 肠 道 的 有 
效 测序 数据 进行 分 析 表 明 ,GS. b4 的 总 标签 最 多 ,为 
93 367 条 ,但 是 OTU 的 分 类 却 不 是 最 多 的 ,其 次 分 
别 是 GS. m3(80 259), C1015. m1(80 088) 和 GS. b3 
(76 319)。 对 OTU 聚 类 数 进 行 分 析 发 现 ,OTU 数 最 
多 的 为 GS. ml ,最 少 的 为 GS. bl ,表明 在 菌 群 种 类 的 
数量 上 最 多 的 是 GS. ml , 最少 的 为 GS. bl。 总 测序 
标签 为 67 6714 条 ,平均 标签 数 为 67 671.4 条 ,测序 
数目 较 大 ,可 以 充分 保证 数据 的 准确 性 ( 表 1) 。 








表 1 家 短 肠 道 细菌 16S rDNA 测序 有 效 数据 统计 
Table 1 Statistics of effective sequencing data of bacteria 16S rDNA in the intestine of Bombyx mori 


样本 总 序列 数 分 类 标签 数 无 分 类 标签 数 单一 标签 数 OTU 数 
Sample Total tags Number of taxon tags Number of unclassified tags Number of unique tags Number of OTUs 
GS. ml 58 235 46 762 11 11 462 808 
GS. m3 80 259 68 323 23 11 913 317 
GS. m4 53 831 43 350 0 10 481 500 
GS. bl 51 372 45 987 0 5 385 169 
GS. b2 55 759 49 892 23 5 844 224 
GS. b3 76 319 66 362 37 9 920 400 
GS. b4 93 367 82 881 0 10 486 267 

C1015. ml 80 088 68 080 45 11 963 323 
C1015. m2 74 121 59 494 88 14 539 571 
C1015. m4 53 363 44 263 0 9 100 553 





GS. m: 桑 叶 饲 育 家 人 乔 GS 组 Silkworm strain GS fed with mulberry leaves; C1015. m: 桑 叶 饲育 家 大 C1015 组 Silkworm strain C1015 fed with mulberry 
leaves; GS.b: 人 工 饲料 饲育 家 公 CGS 组 Silkworm strain GS fed with artificial diet. 样本 名 后 数字 1 -4 分 别 代表 不 同 的 重复 。The numbers 1 -4 
following the sample names represent different replicates, respectively. 下 同 The same below. 由 于 样本 GS. m2 和 样本 C1015. m3 受到 污染 ,其 数据 
不 做 统计 。 表 2 和 3 同 。Because the samples GS. m2 and C1015. m3 were contaminated, the data were not counted. The same for Tables 2 and 3. 








2.2 家 和 看 肠 道 细 菌 的 种 类 及 丰 度 

本 人 研究 分 别 从 界 \ 门 、 纲 . 目 、 科 、 属 种 7 种 不 同 
分 类 阶 元 水 平分 析 分 类 序列 的 变化 情况 。 在 界 、 门 、 
岗 \ 目 、 科 5 种 分 类 阶 元 水 平 上 ,序列 的 减少 比较 组 


慢 ,而 在 科 、 属 、 种 3 个 分 类 阶 元 水 平 上 序列 数 又 减 ， 
表明 行 测 样本 霄 群 中 微生物 的 差异 主要 集中 在 科 、 
属 、 种 的 分 类 水 平 上 ( 表 2) 。 

基于 OTUs 注释 结 末 ,所 训 样本 在 门 水 平分 布 
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最 多 的 优势 曾 门 为 厚 壁 阔 门 ( Firmicutes) 和 变形 杆 
门 ( Proteobacteria) 。GS.b 组 的 优势 画 门 是 厚 上 璧 


阔 门 (Firmicutes) ,而 C1015.m 组 和 GS.m 组 的 优 热 
阔 门 均 为 变形 杆菌 门 ( Proteobacteria)( 图 1)。 


表 2 家 看 肠 道 细菌 16S rDNA 测序 不 同 分 类 阶 元 数据 统计 
Table 2 Statistics of different classification metadata of 16S rDNA sequencing of intestinal bacteria in Bombyx mori 


样本 Sample 界 Kingdom 门 Phylum 纲 Class 
GS. ml 46 762 46 396 46 202 
GS. m3 68 323 68 137 67 867 
GS. m4 43 350 43 315 43 248 
GS. bl 45 987 45 805 45 700 
GS. b2 49 892 49 538 49 483 
GS. b3 66 362 65 401 65 258 
GS. b4 82 881 82 777 82 675 
C1015. ml 68 080 67 700 67 448 
C1015. m2 59 494 57 524 57 266 
C1015. m4 44 263 44 042 43 879 
1.00 
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GS.b 
样本 Sample 





目 Order 科 Family 属 Genus 种 Species 
45 592 44 950 42 404 13 928 
67 633 66 748 64 823 23 976 
43 068 42 630 40 041 17 206 
45 698 45 697 45 238 34 981 
49 477 49 321 48 856 36 121 
65 166 65 008 64 421 48 002 
82 621 82 509 82 009 56 529 
67 193 66 841 65 653 21 049 
56 916 56 396 54 298 20 367 
43 570 42 814 38 685 6 540 


虽 硝化 螺 谍 菌 门 Nitrospirae 
SRI(Absconditabacteria) 
a Deinococcus-Thermus 

村 执 微 菌 门 Thermomicrobia 
思 脱 和 杆菌 门 Deferribacteres 
加 软 壁 菌 门 Tenericutes 

上 纤维 杆菌 门 Fi 和 hbrobacteres 
oy Latescibacteria 

可 疯 徽 菌 门 Verrucomicrobia 
四 螺旋 体 门 Saccharibacteria 
Spirochaetes 

员 | 芽 单 胞 菌 门 Gemmatimonadetes 
机 绿 次 菌 门 Chloroflexi 

晨 区 细菌 门 Cyanobadteria 
显 酸 杆菌 门 Acidobacteria 

画 梭 杆 菌 门 Fusobacteria 

机 放 绪 菌 门 Actinobacteria 
大 分 类 拟 杆菌 门 Bacteroidetes 
加 变形 杆菌 | 门 Proteobacteria 
晤 厚 壁 菌 门 Firmicutes 

虽 其 他 Others 


G101S.m 








图 1 家 得 肠 道 细 梢 门 水 平 相 对 丰 度 柱状 图 


Fig. 1 


在 科 水 平 上 家 香肠 道 细 丙 的 优势 画 科 为 明 串 珠 
乳 酸 杆 科 
( Lactobacillaceae ) 、 肠 杆菌 科 ( Enterobacteriaceae ) 、 
甲 基 杆菌 科 ( Methylobacteriaceae ) 、 叶 瘤 关 科 
( Phyllobacteriaceae ) 和 上 肠 球 落 科 ( Enterococcaceae ) 。 
GS. m 组 优势 的 菌 科 类 是 肠 杆 菌 科 ( Enterobacteriaceae) 
和 甲 基 杆 菌 科 (Methylobacteriaceae ) , GS.b 组 的 优 
势 画 科 是 明 串 珠 函 科 (Leuconostocaceae ) 和 乳酸 杆 
菌 科 (Lactobacillaceae) , C1015. m 组 的 优势 的 菌 科 
类 是 是 肠 球 再 科 (Enterococcaceae ) 和 叶 瘤 机 科 


科 ( Leuconostocaceae ) 、 


Histogram of relative abundance of the intestinal bacteria in Bombyx mort at the phylum level 


(Phyllobacteriaceae) (图 2)。 

在 属 水 平 上 家 香肠 道 细 丙 优势 再 属 为 魏 斯 氏 属 
Weissella、 乳 . 酸 阔 属 Lactobacillus、 布 再 纳 氏 苗 属 
Buchnera、 甲 基 杆 落 属 Methylobacterium、 叶 冶 菏 属 
Phyllobactierium 、 肠 球菌 属 Enterococcus 和 脐 弱 拟 杆 
画 必 Bacteroides 。GS. m 优势 阔 属 是 甲 基 杆菌 属 
Methylobacterium 、 布 再 纳 氏 函 属 Buchnera 和 时 瘤 
属 Phyllobacterium, GS. b 的 优势 丙 属 是 魏 斯 氏 属 
Weissella 和 乳酸 再 属 Lactobacillus ,C1015. m 的 优势 
属 是 上 肠 球 属 Enterococcus、 叶 瘤 属 
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GS.m GS.b 
样本 Sample 





显 根 瘤 科 Rhizobiaceae 

志 微细 菌 科 Microbacteriacea 
显 船尾 草 科 Moraxellaceae 

加 木 原 科 Dostridiaceae 

加 三 硫 木 科 Ihiotrichaceae 

大 布 氏 树 科 Burkholderiaceae 
员 硫 引 菌 科 Desulfovibrionaceae 
mm Lachnospiraceae 

晤 早 叶 树 科 Prevotellaceae 

二 野心 草 科 Nocardiaceae 

显 准 胃 菌 科 Ruminococcaceae 
显 草 河 科 Oxalobacteraceae 

里 石竹 科 Paenibacilaceae 

晒 抑 菌 科 Bacteroidaceae 

员 | 肠 球 务 科 Enterococcaceae 

时 嘻 癌 菌 科 Phyllobacteriaceae 
显 甲 基 杆 菌 科 Methylobacteriaceae 
员 肠 杆 菌 科 Enterobacteriaceae 
国 乳酸 杆菌 科 Lactobacillaceae 
加 明 串 珠 菌 科 Leuconostocaceae 
时 其 他 Others 


Cl1013.m 


图 2 家 得 肠 道 细 戎 在 科 水 平 相对 丰 度 柱状 图 


Fig. 2 Histogram of relative abundance of the intestinal bacteria in Bombyx mori at the family level 
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显 气球 菌 属 4erococczs 

8 癌 骨 球菌 属 Ruminococcus 
村 根 痛 菌 属 Rhiobium 

my Clostridium sensu stricto 
8 不 动 细菌 属 4cinetobacter 
也 2 硫 汞 属 Thiothrix 

my Faecalibacterium 

8 青 枯 菌 属 Razstomic 

吧 普 雷 江 氏 菌 属 Prevotella 
脱硫 弧 菌 属 Desulfovibrio 
有 红 球 男 属 Rhodococczs 
8 音 螺 菌 属 Berjaspirizrzxmz 
机 迄 芽 孢 杆菌 属 Brevipacizs 
8 及 弱 拟 杆菌 属 Bacteroides 
员 | 肠 球菌 属 Enterococcus 
有 叶 癌 菌 属 Phylliobacterium 
员 甲 基 杆 菌 属 Methylobacterium 
有 布 赫 纳 氏 菌 属 Buchnera 
站 酸 阔 属 Lactobacillus 

有 痢 斯 氏 属 Weissella 

员 | 其 他 Others 


G101S.m 


图 3 家 在 肠 道 细 菌 在 属 水 平 相对 丰 上 度 柱 状 图 


Fig. 3 Histogram of relative abundance of the intestinal bacteria in Bombyx mori at the genus level 


Phyllobactierium 和 和 脆弱 拟 杆 菌 属 Bacteroides( 图 3)。 
分 析 各 组 样本 属 水 平 的 韦 恩 图 可 知 ,C1015.m 
有 1045 种 丽 属 ,GS. m 有 1 192 种 丙 属 , 人工 饲 料 
饲育 的 GS.b 有 636 种 菌 属 ,说 明 C1015.m 和 GS.m 
组 细 协 在 属 水 平 上 的 物种 丰富 度 比 GS.b 高 。GS. 
m 和 C1015. m 组 共有 丙 属 是 470 个 ,GS.m 和 GS.b 
组 共有 的 菌 属 是 312 个 ,C1015. m 和 CS.b 组 共有 
的 十 属 是 352 个 ,3 组 样本 共有 的 函 属 是 245 个 ,说 
明 3 个 组 在 属 上 有 一 定 相 似 性 (图 4)。 
2.3 ”家 看 肠 道 细菌 多 样 性 分 析 
分 析 a 多 样 性 指数 可 知 ,Goods_coverage 指数 








在 0.999 ,说 明 对 16S rDNA 进行 测序 分 析 有 一 定 的 
代表 性 ;从 ACE 指数 和 Chaol 指数 可 知 ,GS. m 和 
C1015. m 的 Observed-species (观察 物种 数 ) 大 于 
GS.b; 从 Shannon 指数 和 Simpson 指数 得 GS. m 和 
Cl1015.m 组 细 画 的 物种 多 样 性 大 于 GS.b 组 细 冰 的 
物种 多 样 性 ( 表 3) 。 分 析 物 种 稀释 曲线 可 知 ,物种 
稀释 曲线 最 终 趋势 都 将 趋 于 平行 (图 5) ,说 明 本 实 
验 的 数据 已 经 达到 了 一 定 的 深度 和 广度 ,进一步 表 
明 实验 得 到 的 数据 有 一 定 的 说 服 力 和 人 研究 价值 。 
分 析 物 种 的 Rank Abundance 曲线 可 知 ,GS. ml 
与 x 轴 的 交点 距离 比较 远 , 说 明 GS. ml 组 家 奏 肠 道 
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细菌 的 物种 多 样 性 高 。GS. m4，C1015. m2 和 
C1015. m4 与 x 轴 的 交点 在 中 间 , 说 明 它 们 的 家 看 肠 
道 细菌 物种 多 样 性 较 高 。GS. bl ,GS. b2 ，GS. b3 和 
GS. b4 与 x 轴 的 交点 近 , 说 明 GS.b 组 家 乍 肠 道 细 范 
的 物种 多 样 性 较 低 于 GS. m 和 C1015.m( 图 6)。 

PCoA 点 图 可 以 清楚 地 看 到 家 在 肠 道 各 个 样品 
细 阔 的 分 布 情况 ,从 图 的 分 布 情况 可 以 知道 GS. m 
和 C1015. m 样本 的 点 分 布 较 近 ,说明 样品 的 细 丙 物 
种 多 样 性 很 相似 , GS.b 的 分 布 在 右上 角 , 与 GS. m 
和 C1015.m 的 距离 比较 远 ,它们 之 间 的 细菌 物种 多 
样 性 相差 很 大 (图 7)。 
2.4 ”家 看 肠 道 细菌 不 同 分 类 阶 元 水 平 的 多 样 性 差 
异 比较 分 析 

LDA 值 分 布 柱 状 图 展示 了 家 等 肠 道 3 组 样本 





C1013.m CS.b 
408 


CS.m 
图 4 家 素 肠 道 细菌 属 水 平 书 恩 图 


Fig. 4 Venn diagram of the intestinal bacteria in 








Bombyx morit at the genus level 


图 中 数字 表示 家 至 肠 道 细 落 属 水 平 上 的 数 日 。Numerals in the 


figure are the number of intestinal bacteria In B. mori at the genus 











level. 


表 3 家 看 肠 道 细菌 w 多 样 性 指数 


Table 3 Alpha diversities of the intestinal bacteria in Bombyx mori 


样本 观察 物种 数 。 Shannon 指数 。 Simpson 指数 ” ”Chaol 指数 ACE 指数 。” ”Goods_coverage 指数 。” PD_whole_tree 指数 

Sample Observed-species Shannon index Simpson index Chaol index ACE index Goods coverage index PD_whole_tree index 

CS. ml 767 5.788 0. 929 797. 554 790.92 0.999 84. 293 

GS. m3 261 4.272 0. 849 306. 000 317.311 0.999 28.060 

GS. m4 500 6. 269 0. 948 518. 400 510. 147 0.999 41. 925 

GS. bl 155 2.709 0.717 195.071 191. 947 0.999 37.254 

GS. b2 203 2.907 0.732 226. 400 224. 565 0.999 62. 969 

GS. b3 365 3.063 0.736 420. 435 392. 818 0.999 122. 088 

GS. b4 216 2.912 0.777 274.333 258. 057 0.999 27. 164 
C1015. ml 279 4.582 0. 867 369. 462 347.797 0.999 47.910 
C1015. m2 538 5.750 0.932 555. 182 547.317 0.999 135.239 
C1015. m4 528 6.058 0. 938 560. 621 554. 070 0.999 53.711 


ACE: 用 来 估计 群落 中 含有 OTU 数目 的 指数 Used to estimate the number of OTUs containing in the communities. Chaol : 用 Chaol 算法 估计 样品 中 
所 含 OTU 数目 的 指数 Used to assess the total number of OTUs estimated by Chaol. Shannon: 常用 于 反映 a 多 样 性 指数 Used to reflect the a 
diversity index. Goods_coverage: 指 各 样本 文库 的 覆盖 率 ,其 数值 越 高 , 则 样本 中 序列 没有 被 测 出 的 概率 越 低 Library coverage of each sample, the 
higher the value, the lower the probability that the sample sequences are not tested out. PD_whole_tree: 系统 发 育 多 样 性 的 指数 Index describing the 








phylogenetic diversity. 


细 梢 在 丰 度 上 有 显著 差异 的 物种 ,柱状 网 的 长 度 代 
表 显 和 闭 差 异物 种 的 影响 大 小 。GS.m 在 丰 度 上 有 显 
著 差 异 的 物种 为 变形 丽 门 (Proteobacteria) 、 拟 丁 阔 
门 ( Bacteroidetes ) 、 拟 杆 商 日 (Bacteroidales ) .y- 变 形 
纲 ( Gammaproteobacteria )、 拟 杆 纲 
( Bacteroidia ) .脆弱 拟 杆 阔 Bacteroides 、 权 状 征 胞 杆 
阔 纲 (Clostridia) 、 类 杆菌 科 ( Bacteroidaceae ) . 梭 茵 目 
( Clostridiales ) .Methylobacterium komagatae 、 乳 . 杆 
科 ( Lactobacillaceae ) 。GS. b 在 丰 度 上 有 显著 差异 
的 物种 为 杆 画 岗 (Bacili)、 乳 杆 卫 日 
( Lactobacillales ) 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 、 魏 斯 氏 属 
Weissella 、 明 串珠 落 科 (Leuconostocaceae ) 乳酸 杆菌 
科 ( Lactobacillaceae ) 、 魏 斯 氏 落 Weissella corjusa 成 














糖 乳 杆菌 Lactiobacillus pentosus 、 梭 阔 属 Lactobacillus、 
沙 柯 乳 村 Lactobacillaceae sakel、 状 肠 球 
Enterococcus faecalis。C1015. m 在 丰 度 上 有 显著 差 
异 的 物种 为 装 肠 球 销 属 Enterococcus、 肠 球菌 科 
( Enterococcaceae ) \y- 变 形 南 纲 (Betaproteobacteria) 、 
伯 克 氏 目 ( Burkholderiales ) 、 瘤 骨 球 梢 科 
( Ruminococcaceae ) 、 普 通 拟 杆 Bacteroides 
vulgatus。GS. m 在 丰 度 上 差异 显著 性 最 高 的 物种 为 
变形 阔 门 (Proteobacteria ) ,GS.b 丰 度 上 差异 显著 性 
最 高 的 物种 为 杆菌 纲 (Bacilli) 和 乳 杆 菌 目 
( Lactobacillales ) ,C1015. m 在 丰 度 上 显著 差异 最 高 
的 物种 为 闭 肠 球 霄 属 Knterococcus 和 上 肠 球 菌 科 
( Enterococcaceae ) (图 8)。， 
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图 5 家 到 肠 道 细 菌 物种 稀释 曲线 


Fig. 9 Observed species rarefaction curves of the intestinal bacteria in Bombyx mort 
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图 6 家蚕 肠 道 细 菌 Rank abundance 曲线 


Fig. 6 Rank abundance curve of the intestinal bacteria in Bombyx mori 


分 析 Weighted Unifrac UPGMA 聚 类 图 得 ,GS. b 
物种 多 样 性 与 CS. m 和 C1015. m 的 物种 多 样 性 相 3 讨论 
似 度 很 低 ,而 GS. m 和 C1015. m 的 物种 多 样 性 有 一 
定 的 相似 性 (图 9) 。 本 人 研究 对 桑 叶 饲育 的 广 食性 家 和 春 (GCS. m) 和 人 
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图 7 家 大 肠 道 细 菌 Weighted Unifrac PCoA 点 图 
Fig. 7 Weighted Unifrac PCoA plot of intestinal bacteria in Bombyx mort 


工 饲料 饲育 的 广 食 性 家 盏 (GS.b) 及 桑 叶 饲 育 的 普 
通 家 盔 ( C1015. m) 的 肠 道 微 生物 阔 群 进行 分 析 和 对 
比 , 结 采 表 明 在 门 水 平 上 ,所 测 家 奋 肠 道 样 本 的 优势 
为 厚 壁 阔 门 (Firmicutes ) 和 变形 杆 画 门 
( Proteobacteria)。 在 科 水 平 上 ,所 测 样 本 的 优势 巩 
为 明 串 珠 责 科 (Leuconostocaceae)、 乳酸 杆 函 科 
( Lactobacillaceae )、 肠 杆菌 科 (Enterobacteriaceae ) 
等 。 在 属 水 平 上 ,所 测 样本 主要 的 优势 丽 为 魏 斯 氏 
属 Weissella、 乳 酸 阔 属 Lactobacillus、 布 赫 纳 氏 落 属 
Buchnera 、 甲 基 杆 丽 属 Methylobacterium、 叶 瘤 范 属 
Phyllobacierium 、 肠 球菌 属 Enterococcus 和 甩 弱 拟 杆 
阔 属 Bacteroides 等 。 家 得 品种 GS 经 桑 叶 和 人 工人 饲 
料 饲 育 后 , 甲 基 杆菌 阔 属 Methylobacterium \ 布 再 纳 氏 
菌 属 Buchnera 等 菌 属 仅 在 GS. m 组 中 出 现 , 而 魏 斯 
氏 Weissella 短 奸 孢 杆菌 属 Brevibacillus 等 落 属 只 在 
人 工 饲 料 饲 育 的 GS.b 肠 道 内 出 现 。 同 是 桑 叶 人 饲育 
的 家 大 品 种 GS 和 C1015 ,GS.m 和 C1015.m 相同 的 
优势 落 群 有 叶 瘤 阔 属 Phyllobacterium 、 脆 弱 拟 杆 曾 属 
Bacteroides .不 动 细菌 属 Acinetobacter 等 落 属 ,相对 于 
广 食性 家 和 奏 肠 球 冰 knterococcus、 草 螺 阔 属 








erbaspirium 、 丝 硫 菌 属 Thiothrix 等 菌 属 只 出 现在 
普通 家 友 C101$.m 组 中 。 

本 人 研究 中 ,C1015. m 肠 道 中 主要 的 优势 阔 属 为 
肠 球 阔 属 Knterococcus。 家 柠 肠 道中 的 肠 球 
knterococcus 的 多 样 性 结构 随 着 家 柠 的 品种 、 生 理 状 
况 和 环境 条 件 等 呈现 动态 变化 ( 相 辉 等 , 2007) 。 肠 
球菌 是 家 至 消化 道内 的 主要 细菌 菌 从 之 一 ,也 是 引 
起 家 和 在 肠 着 疾病 的 淤 在 病原 瑚 ,已 有 全 究 发 现 , 肠 球 
瑚 是 家 香肠 道中 的 高 频 微 生物 (Takizawa and 
Iizuka，1968 ) ,对 家 香 消 化 桑 叶 有 着重 要 的 作用 。 

本 人 研究 中 CS. b 肠 道 中 主要 的 优势 菌 为 魏 斯 氏 
属 Weissella 和 乳酸 落 属 Lactobacillus。 魏 斯 民 落 属 
Weissella 是 章 兰 氏 阳 性 不 产 孢 子 的 细菌 ,细胞 不 运 
动 , 显 微 镜 下 观察 是 不 规则 短 棒状 , 常 成 对 或 者 短 链 
存在 ,是 乳酸 阔 的 一 种 。 魏 斯 氏 范 广 沁 分 布 于 食物 、 
土壤 、 胃 肠 道 和 呼吸 道 等 环境 中 ,能 发 醋 区 衔 糖 、 麦 
芽 糖 . 虐 糖 等 糖 类 ,不 发 醇 证 粉 和 木 糖 等 糖 类 ,利用 
阿拉 伯 糖 、 纤 维 二 糖 、 甘 露 糖 、 甘 油 、 棉 子 糖 、 核 糖 和 
海江 糖 等 秦 源 在 不 同 阔 株 间 情况 不 同 ( 玉 巧 玉 等 ， 
2017 ) 。 乳 酸 菌 属 Lactobacillus 是 车 兰 阳 性 不 产 孢 子 
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图 8 家 至 肠 道 细菌 分 类 差异 分 析 ( LEfSe) 
Fig. 8 LEfSe analysis of the intestinal bacteria in Bombyx mori 
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图 9 ”家蚕 肠 道 细 菌 Weighted Unifrac UPCMA 聚 类 图 
Fig. 9 Weighted Unifrac UPGMA tree of the intestinal bacteria in Bombyx mori 
图 中 每 个 分 枝 代 表 一 个 样本 ,内 节点 用 不 同 颜色 分 出 不 同 区 间 的 bootstrap 值 。Each branch in the figure represents a sample. Internal nodes with 


different colors represent bootstrap values for different intervals. 
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不 运动 , 莱 性 大 氧 型 的 杆 状 和 球状 细菌 ,是 广泛 分 布 
于 食物 和 肠 道 的 对 大 部 分 糖 类 都 有 很 强 的 发 酵 能 力 
的 益生 苗 。 乳 酸 阔 被 认为 是 骨 肠 道 的 正常 阔 群 ,对 
于 维持 肠 赴 的 完整 性 、 免 疫 调节 及 抑制 致 病 画 和 抗 
感染 等 方面 具有 重要 作用 ( 草 力 和 武 晓 红 ,2014 ) 。 
本 人 研究 中 综合 3 个 处 理 组 10 个 家 鼻 肠 起 样本 
OTU 的 数据 分 析 、 家 香肠 道 细 再 多 样 性 分 析 及 不 同 
分 类 阶 元 水 平 的 多 样 性 差异 比较 分 析 , 我 们 可 以 知 
违 在 界 \ 门 、 纲 \ 日 \ 科 、 属 种 7 种 不 同 分 类 阶 元 水 平 
中 ,家 看 肠 道 细菌 的 变化 主要 集中 在 科 、 属 种 3 个 
分 类 阶 元 中 ( 表 2)。GS.m 和 C1015. m 的 肠 道 细菌 
的 物种 多 样 性 有 一 定 的 相似 性 ,而 经 人 工 饲 料 饲育 
的 广 食性 家 有恒 (CS. bp) 与 桑 叶 饲育 的 GS. m 和 
C1015.m 的 肠 道 细菌 的 物种 多 样 性 有 一 定 的 差异 
(图 9)。 由 Rank Abundance 曲线 可 知 ,GS.b 的 肠 
违 细菌 的 物种 多 样 性 低 于 GS.m 和 C1015.m 的 (图 
6)。C1l015. m 的 主要 优势 凋 属 为 肠 球 黄 
Enterococcus , 肠 球 阔 knterococcus 是 家 看 的 肠 道 内 的 
主要 消化 细 阔 之 一 ( 李 壹 类 等 , 2000) 。 而 GS.b 的 
主要 优势 阔 属 为 魏 斯 氏 属 Weissella 和 乳酸 阔 属 
Lactobacillus ,主要 发 醇 短 和 萄 糖 、 省 粉 等 糖 类 物质 ,而 
人 工 饲料 中 含有 大 量 的 诈 粉 等 多 糖 物质 ( 曹 力 和 武 
晓 红 , 2014; 李 巧 玉 等 , 2017) 。 广 食性 家 得 肠 赴 内 
有 大 量 的 帮助 消化 除 纤 维 素 外 其 他 多 糖 的 细 示 ,我 
们 推测 这 也 可 能 是 广 食性 家 和 在 品种 杂食 性 原因 其 
一 。 当 然 , 食 性 的 形成 是 一 个 非常 复杂 的 机 理 , 本 人 研 
究 通 过 分 析 不 同 食 性 家 在 品种 饲育 不 同 饲料 后 肠 违 
细 丽 的 多 样 性 ,期 望 能 对 解析 食性 机 理 提 供 一 些 
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